Prof. dr hab. Anna Herman-Antosiewicz Gdansk, 28.06.2023
Katedra Biologii i Genetyki Medycznej

Wydziatl Biologii

Uniwersytet Gdanski

ul. Wita Stwosza 59

80-308 Gdansk

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Justyny Hajtuch
pt. Ocena wplywu funkcjonalizowanych nanoczastek srebra na uklad hemostazy oraz

aktywnosé przeciwbakteryjng w badaniach in vitro i ex vivo

(Evaluation of the impact of functionalized silver nanoparticles on the hemostasis system

and antibacterial activity in in vitro and ex vivo studies)

Choroby ukiadu krazenia, ktore sg jedng z gléwnych przyczyn zgonéw ludzi na Swiecie,
czesto zwiazane sg z nieprawidlowym funkcjonowaniem srédblonka naczyn i wzmozong produkcja
zakrzepu. Patologiczna agregacja plytek krwi prowadzaca do zatoréw w naczyniach towarzyszy nie
tylko chorobom ukladu krazenia ale i innym stanom patologicznym, jak np. choroby nowotworowe
czy neurodegeneracyjne. Hospitalizacja, procedury medyczne i przede wszystkim stosowanie
dozylnych portéw u 0s6b przewlekle chorych moze nasila¢ ten stan, rowniez poprzez wzmozone
ryzyko zakazen drobnoustrojami. Istnieje do$¢ duzo lekow przeciwkrzepliwych, ale maja one
szereg wad, min. maja krotki czas poltrwania, zaklocaja hemostazg i wymagaja optymalizacji
dawkowania u pacjentow, aby nie wywola¢ efektu odwrotnego, tj. nadmiernego krwawienia. Stad
poszukuje si¢ bardziej optymalnych terapeutykéw. Wsrod nich popularne sa ostatnimi laty
nanoczastki, ktére moga by¢ stosowane jako leki, nosniki lekow, material do pokrywania urzadzen
medycznych czy produkcji protez. Cho¢ nanoczastki maja wiele potencjalnych zastosowan, nie do
konca poznane sa ich wlasciwosci w aspekcie wplywu na procesy krzepnigcia krwi.

Pani mgr Justyna Hajtuch wiedzac, ze nanoczastki srebra (AgNPs) maja udokumentowane
dzialanie cytotoksyczne na komoérki nowotworowe, bakterii i grzybow oraz ze mogg dostarczac leki
lub by¢ stosowane w produkcji medycznych urzadzen, postanowita zbada¢ ich wptyw na ukiad
hemostazy. Dla poprawy ich wilasciwosci farmakologicznych i biokompatybilnosci byty
funkcjonalizowane kwasem liponowym (LA), glikolem polietylenowym (PEG), glutationem
(GSH) lub taczone z eptyfibatydem, lekiem przeciwplytkowym. Swoje badania Doktorantka
wykonata w Katedrze i Zakladzie Patofizjologii Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu

Medycznego pod kierunkiem prof. dr hab. Iwony Inkielewicz-Stgpniak z tej jednostki oraz prof.



Marii Jose Santos-Martinez ze School of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences and School of
Medicine Trinity College Dublin. Badane nanoczastki byly syntetyzowane i charakteryzowane pod
wzgledem fizykochemicznym przez badaczy z Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego.
Rozprawa doktorska jest przedstawiona w postaci czterech spdjnych tematycznie,
wieloautorskich publikacji. Sa one skomentowane w obszernym Streszczeniu przygotowanym w
jezykach polskim i angielskim. Zawiera ono nastgpujace rozdziaty: Wykaz stosowanych skrotow,
Wprowadzenie, Cele pracy, Materialy i Metody, Oméwienie publikacji wehodzacych w sklad
rozprawy doktorskiej, Podsumowanie i Wykaz cytowanego pismiennictwa. Tu mam kilka uwag
technicznych. W wykazie skrotow w jezyku polskim Doktorantka nie trzymatla si¢ jednolitosci
zapisu, tj. nie zawsze jest podana informacja, ze skrot pochodzi ze stow w j. angielskim. Jest parg
nieprawidlowych lub mato zgrabnych sformutowan, np. str. 8 - .....prowadzi do zwigkszenia
aktywnosci fosfatazy w komorkach migsni gladkich, ktora nastgpnie hydrolizuje miozyng™, str. 12
— ..Niepozadane wlasciwosci pro- i antykoagulacykjne NPs stanowia obawy w dziedzinie
nanomedycyny”, str. 13 — _polaczenie AgNPs z innymi zwigzkami (...) prowadzi do efektu
synergistycznego, ktory moze potencjalnie poméc w opracowaniu nowych bardziej skutecznych i
bezpiecznych opcji terapeutycznych”, str. 14 i 24 ,.... wzgledem komorek naczyn srédblonka...”,
str. 24 — _...zatem zrownowazone i zawansowane podejécie do syntezy oraz badan biologicznych

moze stanowi¢ realng alternatywe w medycynie™.

Prace skladajace si¢ na rozprawe doktorska mgr Hajtuch zostaty opublikowane w latach
2019-2022 w bardzo dobrych czasopismach o migdzynarodowym zasi¢gu. Dowodzi to, ze przeszly
oceng ekspertow, zatem ja moge jedynie przyblizy¢ najwazniejsze ich rezultaty.

Publikacja w International Journal of Nanomedicine z 2019 r. (IF2019=5,115; punkty
ministerialne=140), pt. Effects of functionalized silver nanoparticles on aggregation of human
blood platelets, przedstawia uzyskanie i charakterystyk¢ fizykochemiczng AgNPs
funcjonalizowanych LA, GSH lub PEG, co pozwolilo to na dobranie takich warunkéw, aby
dzialanie nanoczgstek hamujace agregacj¢ plytek krwi bylo najefektywniejsze. Plytki byly
izolowane od pacjentow i badane m.in. w warunkach zblizonych do tych panujacych w naczyniach
in vivo przy pomocy techniki z mikrowaga z krysztalem kwarcu i monitorowaniem rozpraszania
energii. Badane nanoczastki hamowaly aktywacje plytek krwi, czemu towarzyszyly zmiany w
ilosci receptorow selektyny P i GPIIb/Illa, tomboksanu A2 (TXB2) oraz uwalnianych MMP-1 i
MMP-2. Jednoczesnie, uzyte preparaty nie wplywaly na integralnos¢ blony cytoplazmatycznej
plytek krwi, fibroblastow czy komérek $rodblonka.

W pracy opublikowanej we Frontiers in Pharmacology w 2022 r. (1F2022=5,988; punkty
ministerialne=100), pt. Lipoic acid-coated silver nanoparticles:biosafety potential on the vascular

microenvironment and antibacterial properties porownano dzialanie AgNPs nieoplaszczonych z
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oplaszczonymi kwasem liponowym wzgledem réznych gatunkéw bakterii bedacych powodem
zakazen szpitalnych i reprezentujacych wielolekooporne szczepy, a takze komorek srodblonka
naczyn, plytek krwi i czerwonych krwinek. Uzyskane wyniki wskazuja, ze sfunkcjonalizowane
kwasem liponowym AgNps zachowuja aktywnos$¢ antybakteryjna, cho¢ ich MIC sa 2-8 razy
wyzsze niz czystych AgNPs. Mechanizm dzialania obu typéw czastek polega m.in. na niszczeniu
$cian komorkowych bakterii. Co wazne, sfunkcjonalizowane nanoczastki sa bezpieczniejsze dla
komoérek ludzkich (nie indukuja stresu oksydacyjnego, apoptozy komorek HUVEC, depolaryzacji
blony mitochondrialnej komorek s$rédblonka i plytek krwi, czy permeabilizacji czerwonych
krwinek). Autorzy postuluja, ze ze wzgledu na te wilasciwosci opisane nanoczastki moglyby by¢
stosowane do powlekania powierzchni np. portéw i cewnikéw naczyniowych tym bardziej, ze
wykazano ich dzialanie przeciwzakrzepowe (publikacja nr ).

Publikacja w International Journal of Nanomedicine z 2022 r. (IF2022=7,033; punkty
ministerialne=140), pt. The pharmacological effects of silver nanoparticles functionalized with
eptifibatide on platelets and endothelial cells pokazuje, ze polaczenie AgNPs z eptyfibatydem,
lekiem blokujacym receptory GPIIb/Illa i hamujacym agregacj¢ plytek krwi, jest bezpieczne dla
komorek endotelialnych, erytrocytow i plytek krwi, a dziala skuteczniej niz sam lek. Dzialanie
przeciwkrzepliwe opiera si¢ na obnizeniu poziomow receptorow (selektyny P i GPIIb/Illa), a takze
modulacji ilosci wydzielanych pod wplywem trombiny przez komorki $rédblonka mediatoréw
krzepnigcia na korzys¢ hamowania tego procesu. Co ciekawe, badany preparat, w przeciwienstwie
do samego leku, nie wplywa na mitochondrialny fanicuch oddechowy plytek krwi stymulowanych
kolagenem.

W cyklu publikacji mgr Hajtuch znajduje si¢ rowniez praca przegladowa pt. Nanogrugs as
a new approach in therapy of cardiovascular diseases and cancer with tumor-associated
angiogenesis, ktora zostata opublikowana w Current Medicinal Chemistry w 2021 r. (IF2021=4,74;
punkty ministerialne=100). Stanowi ona bardzo obszerne i wartosciowe omowienie zastosowania
nanoterapeutykow, nie tylko w chorobach ukladu krazenia ale tez w chorobach nowotworowych,
gdzie celem terapii sa zaréwno komorki nowotworu, jak i mikrosrodowisko guza, w tym
niewlasciwie funkcjonujace unaczynienie przyczyniajace si¢ do jego rozwoju, nieskutecznosci
leczenia czy powiklan po terapii.

Prace eksperymentalne mialy jasno sformutowany cel, ktory zostal zrealizowany przy
uzyciu roznych modeli (in vitro, ex vivo, komorki krwi, srodblonka naczyn, bakterii), réznorodnych
i dobrze dobranych metod (m.in. technika QCM-D i agregometria $wietlna, cytometria
przeptywowa, testy ELISA, mikroskopia elektronowa). Pokazuja ciekawe wyniki o znaczeniu
praktycznym. Podoba mi si¢ dogl¢bna i dojrzata dyskusja z nakresleniem ograniczen kazdej z prac.

Wiadomo, ze nie wszystko mozna wykona¢ od razu, zawsze mozna wigcej i Autorzy nakreslaja



obszary badan do kontynuacji. Pewien mdj niedosyt budzi jedynie brak poréwnania dzialania
funkcjonalizowanych nanoczastek z czystymi AgNPs w pracy nr 1 i nr 3. Zostalo to natomiast
wykonane w pracy nr 2. Mam tez kilka pytan, ktére wynikajg z ciekawosci co do badanych przez
mgr Hajtuch zagadnien. Czy Doktorantka sprawdzala wplyw AgNP-LA na wzrost biofilmu
bakteryjnego? Czy inne typy funkcjonalnych grup (GSH, PEG) wplywajg na dzialanie
przeciwbakteryjne AgNPs? Schemat eksperymentow z zastosowaniem modyfikowanych AgNPs
sugeruje ich zastosowanie w profilaktyce tworzenia skrzepu (dodawane byly do plytek przed ich
aktywacja). Czy Doktorantka probowata uzy¢ badanych preparatow po aktywacji ptytek krwi czy
srodblonka, aby sprawdzi¢ efekt leczniczy?

Do dokumentacji dolaczone sa oswiadczenia wspolautorow poszczegolnych prac.
Informuja oni o swoim udziale w powstanie publikacji oraz zapewniaja o wkladzie mgr Hajtuch w
opracowanie koncepcji, wykonanie czgsci eksperymentow, opracowanie i interpretacj¢ wynikow.
Szkoda, ze nie ma o$wiadczen samej Doktorantki. Opis tego, co sama wykonala pozwolilby na
dokladniejsze oszacowanie Jej samodzielnego wkladu. Niemniej, jest Ona pierwszg autorkg w

kazdej z tych publikacji, co $wiadczy o wiodacej roli w ich powstaniu.

Whiosek koncowy

W mojej opinii oceniana praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.
Prezentowane w niej rezultaty sg interesujace z naukowego punktu widzenia oraz majg potencjal
aplikacyjny. Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska w pelni spetnia warunki okreslone w art.
187 Ustawy z dn. 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2021 r., poz.
478 ze zm.).

Zwracam si¢ zatem do Rady Nauk Medycznych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego z
prosba o dopuszczenie mgr Justyny Hajtuch do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Dodatkowo, ze wzgledu na wysoki poziom naukowy prezentowanych publikacji oraz ich

interdyscyplinarny charakter wnosz¢ o wyréznienie tej rozprawy doktorskie;j.
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